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再生不良性貧血患者にお ける疾患感受性遺伝子の 検討 :
熱シ ョ ッ ク蛋白質70遺伝子お よび腫瘍壊死因子 α 遺伝子 の
多型性と免疫抑制療法に村する反応性
金沢大学医学部医学科内科学第三講座 (主任 : 松田 保致授)
山 崎 宏 人
再生不良性貧血は , ほ と ん どの 患者 が 免疫抑制療法 に反応して改善す る こ と か ら , 最近で は, 骨髄 と い う臓器 に特異的
な自己免疫疾患 の 一 つ と 考え られ て い る . 多くの 自己免疫疾患 で は , ヒ ト白血 球抗原 Ol u m a nle uko cyte antige n, HI却 遺伝子
や熱シ ョ ッ ク 黄白質遺伝子な どの い く つ かの 遺伝子 が疾患 の か か りやす さ (疾患感受性) を決定し て い る こ と が 示さ れ て い る ･
再生不良性貧血で は , H L むD R2抗原の 保有率が高 い こ と 以 外, 疾患感受性遺伝子 に つ い て 十分 に は検討 さ れ て い な い ･ そ こ
で 本研究で は, 再生不良性貧血 に お ける疾患感受性遺伝子を明 らか にする た め , 再生 不良性貧 血 の 病態 へ の 関与が 知 られ て い
る熟 シ ョ ッ ク 蛋白質 Ol e atSho ckprotein, H S P)70遺伝子の H S P70-2及び H SP70-Ho m と , 腫瘍壊死 因子(tu m o r n e cr o sisfacto r,
T N F) α 遺伝子 の 対立遺伝子 (ア 1)ル , allele) 型を, 再生 不良性貧血患者80名 に つ い て 決定 した ･ 再 生 不良性貧血患者群 に お
ける H S P70-2 ア リル の 構成は , 8.5k b ホモ 接 合体が 29%, 8.5kb と9.Okbの ヘ テ ロ 接 合体が 54 %, 9･Okb ホモ 接合体 が17%で あり ,
これ ら は健常人群の 構成 と同様であ っ た . H S P 70-Ho m に つ い て は Ho m ql ホモ 接合体 が再生不良性貧血患者群の 85%を占め て
い た が, や は り健常人群の 構成 と同様であ っ た .
一 方 , 再生 不良性貧血患者群 で は , T N Fl ホモ 接 合体の 割合が健常 人群 より
有意 に低く , 逆 にT N Fl とT N F2の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合が有意 に高か っ た . 免疫抑制剤の シ ク ロ ス ポ リ ン が 奏効 し た 再生 不良
性貧血患者で は , 無効 に終わ っ た 患者 に比 べ て , 9.Okbの ア リ ル を持 つ 頻度が 有意 に高 か っ た b<0･0003)･
一 方, H S P70-Ho m
や T NF α 遺伝子 に つ い て は, 免疫抑制療法に対す る反応性と ア リ ル と の 間に 明 ら か な 関係 は見 ら れ なか っ た ･ また , シク ロ
ス ポ リ ン 高反応性 の マ ー カ ー で ある H L 虹D R B l*1501 が陽性 の 再生 不良性貧血例 の 中で も, 9･Okbの ア
T)ル を持 た な い 例で は,
シク ロ ス ポ リ ン の 有効率が低か っ た . した が っ て こ の H S P7 0-2の ア リ ル は , 免疫学的機序 に よ る 再生 不良性貧血 の 病態 に関与
して い る こ と が 示唆 さ れ た. ま た, 再生不良性貧血 の 家系内発症 の 4家系に つ い て , 各家系 の 患者同士が共有す る ア リ ル を検
索 し た と こ ろ , 3家 系6症例 が H L A- D R B l*1 50 1また は H S P 7 0-2 の 9.Ok bア
1))V を 共有 して い た ･ 以--との 結果 か ら , H L A
-
D RB l*1501 と は別 に, H SP 70-2の 9.Ok bア リ ル は 免疫学的機序 に よ る再生 不良性貴血 の 疾患感受性 に関与
･ し て い る こ と が示唆
さ れ た .
Eey w o rds aplastic a n e mia,he atsho ckpr otein 70
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CyClo sporin e
慢性関節リ ウ マ チ や イ ン ス リ ン依存性糖尿病 な どの 自 己免疫
疾患で は , 主要組織適合遺伝子複合体(m ajo rhisto c o mpatibility
c o mple x) で あ る ヒ ト白血 球抗原 (hu m a nle uko cyte a ntigen ,
HIJ郎 遺伝子の 多塑性 が そ の 疾患の か か りや す さ を決定 して い
る 1). 再生 不 良性貧血 は汎血 球減少と骨髄低形成を主徴 とす る
原因不明の 症候群であ るが , その 大部分が免疫抑制療法 に反応
して 改善する こ とか ら, 最近で は自己免疫疾患 のⅧ一 つ と と らえ
られ て い る
2)
. こ の た め , 再生不良性貧血 に お い て も疾患感受
性 と H L A との 関係 が検索さ れ て き た. その 結果 , 再生 不良性
貧血患者で は H L 虹D R2の 保有率 が高 い こ と や
3)4)
, H L むD R2の
対立遺伝子 (ア l)ル , a11ele) の
一
つ で ある H L A-D R B l*1501 が,
シ ク ロ ス ポ リ ン療法 に 対す る高反応性 と関係す る こ と な どが 示
さ れ て きた 5). しか し, そ の 他の 遺伝子 に つ い て は 十分 な検討
は行わ れ て い な い .
熱 シ ョ ッ ク蛋白質(he atshockprotein, H S P)70遺伝f
･ や 腫瘍
壊死 因子 (tu m or n e c r o sisfa cto r, T N F) α 遺伝子は HIJAの 遺伝
子領域 の 近傍 に位置 し て い る 6)7)(図1). こ の た め , HI A遺伝子
と同様 に , こ れ ら の 遺伝子 の 多型性 が自己免疫疾患 の か か りや
すさ に 影響 を及 ぼ し て い る 可 能性があ る. 実際 に 全身性 エ リ テ
マ ト ー デ ス
8)9)




な どに お い て , こ れ らの 遺伝子の 特定 の ア リ ル が 疾患感受性 に
関与 して い る こ とが 示 さ れ て い る .
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再生不良性貧血 と H S P70, T N Fα 遺伝子の多塑性
H S P70は H S P70-1, 7 0-2, 70- Ho 皿 の 3種類の 遺伝子 に よ り コ
p ド さ れ て い る
15)
. H S P70-1 と H S P70-2 は, 熱 ス ト レ ス に より
強く誘導 され る H S P 70(H S P72) を主 に コ ー ド して い る . pA)j,
ⅢS P 70- Ho m は , 定常 状態 に お い て も わず か に 党規 し て い る
H S P70(H S P7 3) を コ ー ドし て い る . H S P は, 熱 シ ョ ッ ク の み
な らず, 低酸 素状態, 低 グ ル コ ー ス 状態, 重 金属イ オ ン , ア ル
コ ー ル , ウ イ ル ス 感染 な ど, 生 命 に危険を及ぼす さまざま な ス
ト レ ス に よ っ て 細胞洒 に誘導 さ れ る 蛋tニ偶ー のLJ■▲L一 群で ある 16). ス
ト レス~1､ で は 変伸 した 蛋白質 に, ま た 生 矧捌犬態 で は成熟過程
の 不完全 な蛋F･l質 に山一 過性 に結合 し, そ れ ら の 再生や 成熟 を助
け て い る
1 7)1即
,
こ の よう な,あ 祁川包内の 恒常性 を維持す る分子シ
ャ ペ ロ ン と し ての 機能を通 して , H S P は細胞内に お け る外来抗
原の 処理 ･ 輸送 ･ 提示 な どに 関与する こ と か ら , 免疫系に お い
て も重要 な役割を担 っ て い る と 考え られ て い る
川)
. さ ら に H SP
に つ い て は, 自 己免疫疾患に お け る 標的抗原と して の 役割も報




21) は , 向精神嫡薬 の ク ロ ザ ピ ン に よ っ て起 こ る
無顆粒球症の 疾患感受惟 が , H S P 70-2の 多型性と関係がある こ
と を報告 した . --▼一)j Taka miら 22) は , シ ク ロ ス ポ リ ン が 有効な
再生不良性貧血患者で は , 熱 シ ョ ッ ク を 与え た末梢血T リン パ
球 中の H S P 7 2の 発現 が 尤進 し て い る こ と を 明 ら か に し た .
H SP 70-2の 多型性 は, 臼S P72の 発現 に 影響を及ぼす吋能性も指
摘 され て い る 1:う). し た が っ て , H S P7 0-2の 多型性 は, 再生 不良
性貧血 の ような自己免疫性 の 造血障害の 発症に影響 を及ば し て
HL AC LAS Sll = LACL ASS 川 HLACL ASS l
Fig. 1. Lo c atio n ofthr e ege n e s e n c oding H S P7 0(H S P 7O-1,
H SP 70-2 a nd H SP70- Ho m) andthe T N Fge n e s(T NF u a nd
T N F
J
ヲ)inthe H t Acla ssⅢ regio n･
Table l. C har acteristic sofpatie ntswithLIPILt SticとI n e miil
C hara ct eristics
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い る可能性がある . そ こ で 本研究 で は , 免疫抑制療法を受け た
再生 不良性貧血患者に つ い て H S P7 0遺伝子 と T N Fα 遺伝子の
ア リ ル 型 を決定 し, こ れ ら の ア リ ル の 種類が 再生 不良性貧血 の
か かり やす さ と関係がある か 否か , ま た , シク ロ ス ポ リ ン の よ
う な 免疫抑制剤 に対す る 反応性に影響を及ぼすか否か を検討 し
た . また, こ れ らの アリ ル の 疾患感受性遺伝子 と して の 意義を
明ら か にす る ため , 家系内発症を認め た 再生不良性貧血例に つ
い て , 各家系が 共有する ア リ ル の 有無 を検索 した .
対象お よび方法
1 . 対象
金沢大学医学部附属病院第三内科お よ び厚生 省特定疾患特発
性造 血障害調査研究班の 参加施設で診断 され た再生 不良性貧血
患者80例 を対象と し た. 重症 度分輯は Camitta ら
23) の 基準に し
た が っ た . 対象患者 の 特徴を表1 に示す . こ の うち, 発症 後2
年以 内 に シ ク ロ ス ポ リ ン 3 ～ 6mg/kg/r二ほ 3ケ 月間以 上 投与さ
れ た再生 不良性貧血患者で , 治療効果の 判定が l､
`
され て い る55
例 を シ ク ロ ス ポ リ ン投 与▲群 と し た . また , 発症後2年以 内 に抗
胸脈拍椚包グ ロ ブリ ン (a ntithym o cyte globulin, A T G)15mg/kgを
連続5 日間投与さ れ た 再生 不良性貧血患者で , 治療効果 の 有無
が明ら か な24例 をA r G群と した . シ ク ロ ス ポ リ ン とA T GをErTj
時 に投与･ さ れ た 症例 (2例) は A T G群 に 分類 し た. シ ク ロ ス ポ
リ ン が 無効 で あ っ た症例 の う ち, そ の 後A r Gを投与 さ れ た症
例(5例) ほ そ れ ぞ れ の 治療群に含め て 解析 し た . 治療後 に輸Irll
が 不要 となり , か つ 治療前と 比 較 し て ヘ モ グ ロ ビ ン 値が 2g/dl
以 仁上 昇 した例 を 反応良好と判定 した .
1l. D N A の抽出
恩肯か ら 同意を得 た の ち , E D T A加末梢JrlL2ml を採取 し, ス
マ イ テ ス トD N A抽出 キ ッ ト (住友金属 工業, 東 京) を用 い て
D N A を細川 し た. 吸光度計を飼 い て D N A回収量 を測定 し, 濃
度を0,1 ′′∠ g/′′∠ =二調整 した ･
11l. P C R
l. H S P 70-2
H SP 70-2 は1267番lIの 塩基が ア デ ニ ン か グア ニ ン で あ り , グ
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ア ニ ン の 場 合, 制限酵素 乃才Ⅰに認識 され る塩基配列 となる . こ
の た め H S P 70-2 は, 乃fI に よ る認識部位の 有無 に よ り, 乃≠Ⅰで
消化さ れ る8.5kb と, 消化 され な い 9.Okbの 2種 類の ア リ ル に 分
け ら れ る ･ 図2 Aにお い て , 乃f= 削ヒに より1139bpと9 36bpの 2
本 の バ ン ド に 分 か れ る も の が 8.5 kb ア リル , 消 化 さ れ ず に
2075bpの バ ン ドが 残 る もの が9.Okb アリ ル を示 して い る. その
結 果, 全て の 個体 は 8.5kb アリ ル の ホ モ 壕合体 , 8,5k b と9.Ok b
ア リ ル の ヘ テ ロ 接合体 , 9 月k b ア リル の ホ モ 接 合体 の い ず れ か
に 分け られ る 24)(図2A).
H S P 70-2 の 乃tI認識部位を含むD N A断片を増幅す る た め に ,
H S P7 0-2 に特 異的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ラ イ マ ー を 作成 し
た 2車 (衷2). なお , 結 果の 再現性を確認す る た め , 表2の よう
に異な る2組 の プ ラ イ マ ー (わ, 匝)を作成 し た .
0･1FLg の 被験 D N Aを10倍濃度 の P C R反応嬢衝液 (100m M
Tris-HCIpH 8･3,500m M K Cl,15mM MgC12) (宝酒造, 東京)2FLl,
各2.5m M の 4種 類 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸 混合液
(d A T P,d C T P, dG T P, d T T P) (宝酒造)1.6〃1, 1/jM の 各プ ラ イ
マ ー 1/Llず つ , 1単 位の Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ (宝酒造)と混
2 0 7 5 bp
8.5 kb Hete r o 9.O kb
ho mo ho m o
+ ｢ ■-
1 13 9 bp ■ ■ ■■■■
93 6 bp ■1 - ■
1 2 3 1
｣--一二 =
1 8 5 bp ■ ■■
(a)T N Fl ho m o
≒= = ±
合 し, さ ら に純水 (和光純薬, 大阪)を加え, 総量を20/∠l と し
た ･ こ れ を, 0.5mlの チ ュ
ー ブ m eff AG, Be rn,Switze rland) に
入 れ , 蒸 発を防ぐた め に ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sigm a, St. Lo wis ,
US A) を 一 滴 重 層 し た の ち , サ ー マ ル サ イ ク ラ ー
(Cetu s/Pe rkin-Elm e r, No r w alk, U S A) を 用い て P CRを行 っ た .
D NA変性 , ア ニ ー リ ン グ, プ ライ マ ー 伸張 の た め の そ れ ぞ れ
の 反応温度 と反応時間 に つ い て は , 表3の よう に各遺伝子 ご と
に至適条件を設定 し た .
2 . H SP 70-Hom
H S P 70t Ⅲo m は 2437番 目 の 塩 基が シ ト シ ン か チ ミ ン で あり ,
チ ミ ン の 場合 , 制 限酵素 〃cβⅠに認 識 さ れ る 塩基配列 とな る .
こ の た め , H S P 70 月o m は, 肋 ∂Ⅰに よ る 認識部位 の 有軌 二 より,
腑 〃Ⅰで 消化 さ れ る Ho m-1 と, 消化 さ れ な い Ho m-2の 2種類 の
ア リ ル に分け られ る . 園2 B にお い て , 〃 川 Ⅰ消化 に よ り324bp
と3 02bpの 2本 の バ ン ドに 分か れ る もの が Ho m-1ア リ ル , 消化
さ れ ずに 626bpの バ ン ドが 残る もの が Ho m-2ア リ ル を示 して い
る . そ の 結 果 , 全 て の 個 体 は Ho m-1ア リ ル の ホ モ 接 合体 ,
Ho m-1 と Ho m-2ア リ ル の ヘ テ ロ 揺 合体 , Ho m-2ア 7)ル の ホ モ 接
B Ho m_l Hetero Ho m- Z
ho m o ho m o
62 6bp ■ ■
3 2 4 bp ■ ■ ■
3 02bp ■ -
2 3 1 2 3
茎幸≠ ≠≠ ≠≒ i ･ ･ ･ ･ ･一
… … … 二 二二 二
(b)Hete r o (C)T N F 2 ho m o
Fig･ 2･ Sche m efo rthe dete r min atio n ofallele sin the H S P70-2, HSP70-Ho m a nd T N Fα ge n e S. (A巨細1elic patter n s of H SP70-2. T he
H S P 70-2 P C Rpr odu cts w e redige stedwith PbtI･ T he cle av ed produ cts sho wingl139 bp a nd 936 bp血
･
agm entS afte rdige stio n c o rr e spo nd
tothe 8･5 kb allele, Whilethe2075 bp produ cts afte rdige stio n c o rr e spo ndtothe 9･O kballele ･ 8･5 kb ho m o,8･5 k b ho m ozygOteS;hete r o,
8･5 k b/9-O kb heterozy gOte S;9･O k b ho m o,9･O kb ho m o zygote s. (B)Alelicpatte r n s of H SP 70-Ho m. The H S P 70-Ho mP C Rpr odu cts w e r e
dige sted with Nc oI･ ¶1e Cle a v ed pr odu cts sho wing 324 bp and 302 bp 血
･
agm e nts C O rr e SpO ndto the Ho m-1 allele, While the 62 6 bp
Pr Odu cts afte rdige stio nc orre spo ndto the Ho m-2allele･ Ho m-1 ho m o, Ho m-1 ho m ozy gote s;hete ro, Ho m-1/Ho m-2 hete ro zygote s;Ho m-2
ho m o, Ho m-2 ho m o zy gote s･ (C)Alle ic patter n s ofthe T N Fα ge n e. Ge n oty pes we reide nti 鮎da sT N Flo rT N F2 ho m ozy gOte S,ifthe
Single 185 bp fragm e nt appe ar ed e x clu siv eけin the Cl-C 20 rC lrC 3prim e r s ets
,
re a ctio n s. Genoty pe s w e reide ntined a s
′
m Fl/T N F2
hete ro zygote s,ifthe185 bp血
･
agm entap pe ar ed in both C lqC 2and C l- C3prim er s ets
,
r eactions･ T he 532 bp血
･
agm e nt, a mpli 鮎d with C l-
C4prim e rs, Se rv ed a s a恒 nternalc o ntr ol･ T N Fl ho m o, T N F l ho m o zygote s; heter o, T N F l/T N F2 heterozy gote s;T N F 2 ho m o, T N F 2
ho m ozy gote s;la n el, ampli 鮎dpr odu ctof T N Fl alele;1an e2, a mpliBedpr odu ctof T N F2allele;1an e3,internalc o ntr ol.
再生不良性貧血 と H S P70, T N Fα 遺伝子の 多型性
Table 2. Nu cle otideprl m e rS uS ed forPCR, and R F LPa n alysIS Ofthe a mplified D N A fr agm e nts
Ge ne Prim ers Sequ e nc e
Siz e ofa mplified
fr agrnentS(bp)
H S P70-2(a) (S) 5
'
-TC C GAA G GA CTG AG CTCT TG-3T
(A) 5
一





Site fragm e nts(bp)
2075 f)ぶfI 1267 1139,936
HSP70-2(b) (S) 5
l
-TTT GAG G G CA TC GA C T TC T AC ACG-3
-
1098 PstI 1267 191,907
(A) 5
'
-CTCA A A G AC A A ACA T A C T A A A G A A-3
.
HSP70-Ho m (S) 5
l
- GGA CA AGTC T G AGA A G T A C A G-3
1
6 2 6 NcoI 2437 324,302
(A) 5
一
-CA TCT T T C TCT G C C AGT TG -3
'
T N Fα (C l) 5
■












-GAGT C TC C G G GT CA G A A T G A-3
.
R F L P,reStrictio n什agm e nt lengh polym o rphis m;HSP, heat sho ckprotein; T N F, turn Ol
･
n eCr OSis facto r;S, Se n SePrlm eI
･




Prl m er; C 2, 5
I
-Prlm er, C O mPle m e ntaryto the TN Flallele;C 3,5
I
-Prlm er･ CO mPle m e ntarytothe T N F 2a11ele; C 4,intellユal c ontroIprlm er;bp,
base palr･
Table3. Co nditio nsfor P C R
Ge ne [Te m,｡ r at£?芸3需a.i｡n(S｡｡,] [T｡ mPeratur詣畿 ･ati｡n(Se｡)】 [T｡ mpe,at｡r諸悪rati｡ n(se ｡)] SyCIC








HSP,heat sho ckpr otein;T N F,tu m Ol
●
n eCr OSisfa ctor;Se C, Se C Ond･
M I Z 3 4 5 67
J
Z O7 5bp
← 1 13 9 bp
十
＼ 9 3 6 bp
Fig. 3. Alle ic patte rn S Of H S P 7 0
-2 in patie nts with apla stic
a n e mia. M , m Ole c ular w eight m a rke r;1a n e slto 7, Patie nts
No.31to37, re Spe Ctiv ely. bn esl a nd 3,8.5 kb ho m ozygOteS;
1an e s2,5a nd 6,8.5 k b/9.O kb hete r ozygOte S;1a n es4a nd 7,9.O


















合体の い ず れか に分け ら れ る
2 4) 掴 2 B).
H S P 70-Ho m に つ い ても, H S P 70-2 と同様 に特異的 な オリ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー を作 成し 紺 (表2), 肋 βⅠ認識部位を含
む D N Aを増瞞 した .
:う. T N F(r過丁ムJ
'
･
T N F(一遇行け は-30 8番Ilの 塩基が グ ア ニ ン か ア デ ニ ン か に よ
/ , てTN Fl. T N F2 の2樺規の ア リ ル に分 け られ る. こ の た め 令
て の 個体 は, T N Flア 1)ル の ホモ 接 合軋 T N F l と T N F 2ア リ ル
の ヘ テ ロ 撞 什 軋 T N F 2ア リ ル の ホ モ 接 合体の い ず れ か と な
る
狗 掴 2C).
こ]Lら の ア l)ル を増幅す る た め , T N Fl, TN F2に 共過す る3
'
側の プラ イ マ ー (Cl) と, T N Flまた は T N F2に特異的 な5
'
側 の
プ ラ イ マ ー (C 2, C 3), さ ら に.内部対照 と し て の プ ラ イ マ
ー
(C 4)を作成 し, C lと C2, C 3, C 4 とを組み合わ せ て P C R を行
っ た
2 5)
. T N F l およ び T N F 2 アリル は ど ちら も185bp の バ ン ドと
し て 示 さ れ , 内 部対照 は5 32bp の バ ン ド と して 示 さ れ る (図
2 C).
Ⅳ . 制限酵素に よ る P C R増幅産物の消化
H SP70-2の 制限酵素切断片長多型(re strictio n血･agm e ntle ngth
polym o rphis m, R F LP)を検出す る た め , 0.5mlの エ ツ ベ ン ドル
フ ナ ュ ー ブ m efE A G, Ber n, Switz erla nd) に増幅産物8FLlを取
り, 制限酵素 乃fI(東洋捌乳 束京)1〃1, 10倍濃度 の反応液
(500mM Tris-H CIpH 7.5, 100mM MgC12, 100mM NaCl, 10m M
28 山 崎
Table4･ Polym orphis m a nalysIS a ndrespo n se toir n m unos up p
ressive the rap y
Patie ntNo . Age/Se x Se v e l
･























































































































































































































































H S P 7()-2 H S P7 0-Ho m T N Fα
Hete r o Ho r n-1 ho m o Hete ro
8.5 k b ho m o Ho m-1 ho m o Hete ro
Hete ro Ho m-1 ho m o Hete ro
Hete ro N D Hete r o
8.5 k bho m o Ho rn-1 ho m o He[e r O
9.() k b holll O Ho m-1 ho m o Hete r o
8.5k b ho m o Ho m-1 ho m o Hete r o
Hete r o Ho m-1 ho m o T N F l ho mo
9.O k bho m o Ho m-1 ho m o Hctc ro
Hete r o Ho m-1 ho m o Hete ro
Hete r o N D TN F l hopl O
Hete ro Ho m-1 ho m o T N F 2 ho m o
Hete ro Hete ro Hete ro
rIete ro Ho m -1 ho m o Hete ro
Hete ro Ho m-1 ho m o Hetel
.
0
8.5 k b ho rn o Ho m-1 ho m o Hete r o
9.O k b ho mo Ho m-1 ho rn o Hete r o
臥5 k b ho rn o HoI Tl-1 ho m o Hete r o
8.5 kb ho m o N D Hete r o
8
,5kb ho m o N D T N F l ho m o
Hete ro Ho m- =1 O rn O N D
Hete r o Ho m-1 ho mo Hetel
-
0
8.5 k b ho rn o Ho m-1 ho mo Hete ro
Hetel･O Hete ro Hete ro
r･Iete ro Ho m-1 ho m o T N Fl ho m o
Hete ro Ho m-1 ho m o Hete r o
8.5 k b ho m o Hete r o T N Fl ho m o
9.Ok b ho m o N D T N F l lO m O
8.5 k b ho m o Holll-1 ho m o Hete ro
8.5 k b ho m o N D N D
8.5 k b ho rn o N D N D
Hete r o N D N D
8,5 kb ho m o N D N D
9
.
O kb ho m o N D Hetel◆o
Hete ro Ho m-1 ho m o Hete ro
Hete l･O Ho n l-‖1 0 mO Hete r o
9.O k b ho m o Ho n l-1 ho m o Hete r o
8.5 kb ho n 1 0 N D T N Fl ho m o
Hete ro ND Hete r o
Hete ro N D Hete r o
Hete ro ND T N F l ho m o
9.O k b ho m o N D Hete ro
Hete r o N D Hete ro
9
.
Okb ho m o N D T N F l ho m o
Hete t･O ND Hete ro
Hete l･O N D Hete ro
Hete ro Hete ro Hetel
.
O
8.5 kb llO m O Ho m- 1ho m o Hete r o
Hete ro Ho m-1 ho m o Hete r o
8.5 k b ho mo HoIT ト1 ho m o TNFl ho m o
Hetel･O N D Hele r o
臥5 k b ho mo N D Hete ro
Hete ro N D Hete ro
9.O k b ho mo N D Hete ro
9.O k b ho nl O Ho n l-1 ho m o Iiete ro
Hete l･O Ho m-1 ho m o Hete ro
Hele r o Ho n l-1ho m o Hete ro
Hete r o Ho m-1 1O m O Hetero
9.O kb ho m o N D Hete r o
Hete ro N D Heter o
8.5 k b ho m o Ho m-1 ho m o T N Fl ho m o
臥5 k b ho m o Ho m-1 ho m o T N F2 ho m o
HeteI･O Ho m-1 ho m o T N F l ho m o
Hele r o Ho rn-1 ho m o Hete ro
Hete r o Ho mTl hom o Hete ro
Hete l･O Hete ro Hete ro
Hete r o Hete ro T N F l ho m o
Hete r o Hete ro T N Fl ho mo
9.O kbho m o N D N D
9.O kb ho m o N D N D
Hetero N D N D
8.5 k b ho m o N D N D
Hete ro Ho m-1 ho m o Hete r o
9.O k b ho n 1 0 Hete r o Hete r o
8.5 k b ho mo Ho m-1 ho m o Hete ro
8.5 kb ho m o N D T N F l ho m o
Heter o Ho m-1 ho m o Hete ro
Hete r o Ho m-1 ho m o Hete ro
8.5 kb ho m o Ho m-1 ho m o T N Fl ho m o
Hete ro Hete ro T N Fl ho m o
Re spo II S e























































































































































M, m ale;F,fe m ale;S A A, Se V er apla stic a n e mia;M A A･ m Ode rate apla stic a n emia; H L A･hu m anle u
c o cyte a ntige n:H S P･he at shockprotein;
T N F,tu mOr n e C r O Sisfa cto r;hetero ,1- ete rO Zy gOte S;N D, n Otdete r mined;CyA, CyClospo rin e A;A T G,
antithymO Cyteglobulin;N E･ n Ot e V alu able ･
c riteria ofrespo n se(○)include a re s olutio n ofalltr a n sfu sio n require m e nts a nd a risein the he
moglobin le v elof 2g/dlo r m o r e witho ut
tra nsfu sions.
再生不良性貧血 と H SP 70, T NF a 遺伝子 の多塑性
ジチ オ ト レ イ ト
ー ル) (東洋紡績)1/Jlを加え, 37℃ の 恒温槽で
2時間保温 し た . H S P 70- Bo mの 増幅産物 に対 し て は制限酵素
肋 ∂Ⅰ(東洋紡績) を用い て 同様 の 処理を行 っ た ･
Ⅴ . 電気泳動に よ る R F u} の 検出
P CR に よ る増幅産物お よ び制限酵素 に よ る消化産物を, 電気




ー ス ゲ ル を 用い て , 100 V走電圧 下 で40分間電気
泳動 した . エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色後 トラ ン ス イ ル ミネ
一
夕 ー (U V P, フ ナ コ シ, 東京) 上 で 写真撮影 した ･ 分子量 マ
ー
カ ー と して≠Ⅹ174 2本鎖 D N Aの Ha eⅢ消化物(マ
ー カ ~ 4, ニ
ッ ポ ン ジ ー ン , 東京)を用しきた .
Ⅵ . 一 本鎖 D N A高次構造多型(Single str and c o nfor m atio n
polymO rphis m)に よ る P CR増幅産物の解析
一 本鎖 の D N A は その 塩 基配列 に した が っ て独 自の 立体構造
をと る . こ の た め , 一 塩基で も異な るもの が あれ ば , た とえ同
じ長 さ の D N A断片で あ っ て も, 非変 性 ゲ ル で電気泳動を行う
と異 な る 泳動度を示す
2(う)
.
こ の 原理 を利月ヨして 既知の R F LP 以
外 に, H S P70-2 に多塑性 があるか どう かを検討 した･
5/Llの P CR増幅産物 に95% ホル ム ア ミ ド･ 10m M E D T A, 0･1
% ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー
, 0.1% キ シレ ン を 含む溶液5/ノ1 を加
えて , 95℃で2分間保温 した . 氷上 で 急速 に冷却 した検体を5%
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い て , 13 V/c m で2時間電気泳動
し た . 泳 動 終 了 後 の ゲ ル を サ イ バ ー グ リ
ー ン (F M C
BioPr odu cts, Ro ckland, U S A)で 染色後トラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 ー
上 で写真撮影 した.
Ⅶ . 統計学的解析
2群間の 比較 は フ ィ ッ シ ャ
ー 法 (Fishe r
'
s e x a ctpr obability
te st)お よ び x
2独立性 の 検定 を用い て 行 っ た ･
成 績
表4に 全症例 の H S P 70-2, H S P 70-Ho mお よ び T N Fα 遺伝子
の多塑性 の 解析結果を示す.
Ⅰ . H S P 7 0-2 の多塑性
H SP 70-2の 多塑性を解析 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動像の
一
部 を国3 に示す.
1 . 再生 不良性貧血患者に お ける H SP 70-2 アリル の 頻度
各症例 の H S P 70-2 ア リル の 組 み 合 わ せ を決定 し た と こ ろ ,
8.5kb ホモ 接合体 は23例 (29%), 8.5 kb と9.Ok bの ヘ テ ロ 接合体
は43例 (54%), 9.Okb ホモ 接合体 は14例(17%) で あ っ た ･ そ れ
ぞ れ の 割 合を健常人3 1例に つ い て の 報告
12) と比 較 した と こ ろ,
有意な 差は認 め ら れな か っ た (表 札
2. H S P 70-2の 多型性 と シク ロ ス ポ リ ン 療法 に対する反応性
H S P7 0_2の アリ ル と シ ク ロ ス ポ リ ン に対す る反応性 と の 関係
を検討 し た . シ ク ロ ス ポ リ ン を 投与 し た 患者5 5名 の うち ,
8.5kb ホモ 接合体は 18イ軋 8.5kb と9.Ok bの ヘ テ ロ 接合体 は29例,
9.Okb ホモ 接合体 は 8例 で , シ ク ロ ス ポ リ ン の 奏効率 は そ れ ぞ
れ2 2%, 72%, 88%で あり, 8.5kb ホモ 接合体例 は他の 群 に比 べ
て 有意に奏効率が低か っ た b<0.0006, フ ィ ッ シ ャ ー 法)(図4凪
全 て の 患者を9.Okb アリ ル を持 つ 群 (9.Okbホ モ 接 合体 お よ び
8 月kb と9.O kbの ヘ テ ロ 接 合体 , 37例) と 9.Okb ア リル を持 た な
い 群 (8.Okb ホモ接 合体, 18例) と に分けて比較 した と こ ろ, 前
者 に お ける シ ク ロ ス ポ リ ン の 奏効率は後者 に比 べ て 有意 に高か
っ た (それぞ れ76% と2 2%, p<0.0003, フ ィ ッ シ ャ
ー 法) (図4 B)･
ま た , シ ク ロ ス ポ リ ン 有効群 に お け る 9.Ok bの ア リ ル 頻 度
29
(55%) は , シ ク ロ ス ポ リ ン 無効群 に お ける9･O kbの アリ ル 頻度
(22 %)に比 べ て 有意に高か っ た b<0.0006, ズ
2独立性の検定)･
ⅢL & D R Bl*150 1陽性の 再生 不良性寛血症例 は , シク ロ ス ポ
リ ン 療法 に反応 して 改善 しや す い こ と が知 られ て い るが , 全て
の 症 例 が 高反応性を示す わ けで は な い
5)
, こ の た め H L A-
D R B l*1501陽性 の 再生不良性貧血 の 中に は, 免疫抑制療法 に
対 す る 反 応 性 を 規 定 す る 他 の 因 子 に つ い て 異 種性
(hete r oge n eity) が あ る こ と が 予想 さ れ た ･ そ こ で H L A
-
D RB l*1501陽性 の 再生 不良性貧血患者を対象 と して ,■H S P70れ2
の アリ ル の 組み 合わせ に よる , シク ロ ス ポ リ ン療法の 効果の 遠
い を検討 し た. 園5A に示すよう に , 9.O kbホ モ 接 合体例 お よ び
8.5kb と9.Okbの ヘ テ ロ嶺 合体例 は仝例 シ ク ロ ス ポリ ン に反応 し






































With 9.Okba11ele Witho ut9･OkbatleLe
Fig. 4. Rate ofr e spo n s eto cyclo spo rin ethe rap yln aPla stic
a n e mia patients. (A)Allpatie nts w e r edivi ded into thr e e
gr o ups a c c o rding to the allelic c o mbin atio n, 8･5 k b
ho m o zygote s (8.5 k b ho m o, n = 18), 8･5 k b/9･O kb
heter ozygote sOl ete rO, n =29)a nd9･O kb ho m ozy gote s(9･O k b
hom o, n :8)wi thr egardto H S P 70-2, andthe r ate ofre spon se




ex a ctprob abilityte st. (B)Allpatie nts wer edivi dedinto tw o
gro ups, the patie nts po ss e s singthe 9･O kba11e
le (n=37)of
H S P 7 0-2 a nd those n ot po s s e s sing the allele (8･5 kb
ho m o zy gotes, n =18), and the rate ofr e spo n seto cyclo spo rin e
ther apy w a s c o mpared･
* *
p<0･0003 bythe chisqu ar ete st･
30
効と 判定 さ れ た . 逆 に, H L むD R B l*150 1陰性 の再生不良性貧
血患者を対象 と して シ ク ロ ス ポ リ ン に対す る反応性 の遠 い を比
較 し た と こ ろ , 8.5kb ホ モ 接 合体例 の 全例 で シ ク ロ ス ポ リ ン が
無効であ っ た (図5B).
H L むD R B l串150 1 ホモ 接合体の 健常人お よ び患者を対象 と し
て H S P 70-2の ア リ ル を決定 した と こ ろ, 9.Okbア リ ル の 頻 度 は
62%, 8.5kb ア リル の 頻度 は3 89らであ っ た . し た が っ て , H I A
D RB l*1501 と H S P70-2の 9.Okb アリ ル と の 間に は , 明 ら か な連
鎖不平衡はない と考え ら れた .
9.Ok b ア リル を有す る シ ク ロ ス ポ リ ン 反応例お よ び 不応例 に
つ い て , 脅tl認 識部位以外 の多塑性 が ない か 否 か をSS C P法を
用い て解析 した と こ ろ , す べ て が 同 じ泳動 パ タ ー ン を示 した
(図6). し た が っ て , H S P 70-2の 9.Ok b陽性例 にお ける シク ロ ス
ポ リ ン療 法の 効果 の 差 は, 乃fI認識部位以外の多塑性 に よ るも













9･Okbho m o Hetero 8･5 kbhom o
Fig･ 5･ Re spo n s eto cyclo spo rin e the r apy in patie nts
po s se s sing H L A- D R B l
★1501W and in tho s e n ot po ss e s sing
the D R B la lele (B). ■, r e SPO n Siv eto cyclo spo rin e; □ ,
r efracto ryto cyclo sporin e. 9.O kb ho m o,9.O k b ho m o zygote s;
heter o, 8.5kb/9.O kb hete r o zygote s; 8.5 kb ho m o, 8.5 k b
bom o野gOte S.
3 . H S P 70-2の 多塑性 と A T G療法 に対す る反応性
A T Gを投与 し た患者24名の うち, 8.5k b ホモ 接合体例 は6例,
8.5kb と9.Okbの ヘ テ ロ攫 合体例 は13例, 9.Okb ホモ 接 合体例 は
5例 で あ っ た . H S P70-2の ア リ ル と A T G に対す る反応性 の 関係
を検討 した と こ ろ , 各群 に お ける A r Gの 奏効率 は そ れ ぞ れ83%,
58‰ 75%で あり , 各群間で有意差 は み ら れ なか っ た (図7A).
全て の 患 者を9.O kb ア リル を持 つ 群 (9.Ok b ホモ 接 合体お よ び
8.5 kbと9.Okbの ヘ テ ロ 接 合体, 18例) と9.Ok b ア リル を持 た な
い 群 (8.51くb ホモ 接 合体, 6例) と に分けた場合も, 各群 の A T G
の 有効率 は61%, 83% であり, 有意 差は み られ なか っ た(図7 B).
ま た , 8.5k もア リル を持 つ 群 (8.5k b ホモ 接 合体 お よ び 8.5k b と
9.O k bの ヘ テ ロ 接 合体 , 19例) と 8.5 kb ア リル を持 た な い 群
(9.Okb ホモ 接合体 , 5例) と に分けた場合で も, 同様 に 有意差は
み ら れなか っ た .
4 . 末梢 血単核細胞 に お ける H S P 72の 誘導性 と多型性 の 検
討
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り, 末梢血 単核細胞内の ⅢS P 72
の 発現 に つ い て 報告22) さ れ て い る28例 の 再生 不良性貧血患者
に つ い て
,
H S P 70-2 アリ ル 型と の 関係を調 べ た と こ ろ , H S P72
の 発現 が 克進 して い る割合は , 9.Okb ホモ 接 合体 が 50%(2/4),
8.5k b と9.Ol(b の ヘ テ ロ 接 合体が 53 %(9/17), 臥5k b ホモ 接合体
が 57 %(4/7) で あ っ た . し た が っ て , 今回検索 し た範囲で は ,
アリ ル 型 の 違 い は H S P 72の 発現 に 影響を及 ぼ さ な い と考え ら
れ た .
Ⅰ . H S P 7 0-Ho m の 多型性
H S P 70- Ho m の 多塑性を解析 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気泳動像
1 2 3 4
Fig. 6. SS C Pa n alysis ofthe a mplified produ cts of H S P7 0-2
after 乃tI dige stio n. Alls amPle s ar ede riv ed 血
･
O m A Apatients
posse s sing 9.O k ballele . La n e sl a nd 2, apla stic a n e mia
Patie nts r e spo nsive to cyclo spo rin e;1an e s3 and 4, aPla stic
an e miapatie nts re愈
･
aCtO rytO CyClo sporin e.
再生不良性貧血と H SP 70, m Fα 遺伝子 の 多塑性
の 一 部を 図8 に示す .
シク ロ ス ポ リ ン を投 与 さ れ た 症例 の うち46例 に つ い て , 各
症例 の HS P 7 0- Ho m ア リ ル の 組 み 合 わ せ を決定 した と こ ろ ,
Eo m-1ホ モ 接合体 が39例 (85%), Ho m-1 と Ho m-2の ヘ テ ロ 接合
体が7例 (15%) で , Ⅲ0 皿-2 ホモ 接 合体 は検出 され なか っ た . 健
常人50例 にお ける H S P 70-Ho m の ア リ ル 型は , Ho m-1 ホモ 接合
体が93%, Ho m-1 と Ho m-2の ヘ テ ロ接 合体が 7%, Ho m-2 ホモ 接
合体が 0 % であり
2 7)
, 今回の 再生 不良性貧血症例 の 分布 と同様
であ っ た . また , シク ロ ス ポリ ン に対す る反応の 有無 に よ らず
患者 の 大部分が Ho m-1接合体で あ っ た こ と か ら , H SP 70- Ho m




























9.O kb ho m o Hete ro 8.5kb ho m o
B
W ith9.O kba‖ele Without9.O kbaHele
Fig.7. Rate ofrespon s eto A TG the rap yin apla stic a n e mia
patie nts, (A) Allpatients w ere divided into thr e egr o ups
a c c ordingto the allelic c o mbin atio n,8.5 kb ho m o zy gotes(8.5
k b ho m o, n =6), 8.5 k b/9.Okb hete ro zy gote s(hete ro, n =13)
a nd 9.O k b ho m o zy gote s(9.O k b ho m o, n =5) with regardto
HS P 7 0-2, andthe r ate of r e spo n s eto A T Gthe r ap yw a s
C Om pa red. (B)瓜Ipatie nts w e redivi ded intotw ogro ups, the
patientspo s se s singthe 9.O kballele of H S P70-2 andtho s e n ot
po sse s singthe a11ele (8.5 kb/8.5 k b ho m ozy gOte S), a ndthe
r ate ofr e spo n s eto A T Gthe rap y w a s c o mpa r ed. N S, n Ot
SigniRc ant.
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Ⅶ＼ T N Fα 遺伝子の多型性
T NF α 遺伝子の多型性を解析 した ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動像
の 細 部を囲9 に示す.
1 . 再生不良性貧血患者 にお ける ア リ ル 頻度
80例 の う ち , 71例で T N Fα 遺伝子 の ア リ ル の 組 み合 わせ を
決定 し た. T N Fl ホモ 接合体 は17例, T N Fl と T N F2の ヘ テ ロ
接 合体は 52例 , T N F2 ホモ 接 合体は2例 で あ っ た (表5). 健常
人 に つ い て の 報告
2 8) と比 べ て , T N Fl ホモ 接合体 の 頻度 は有意
に低く(p<0.0001, X
2独立性 の 検定), また , T N F l とTN F2の
ヘ テ ロ授 合体 の 頻度 は有意 に高か っ た (p<0.0001, 方
2独立性の
検定).
2 . T NF α 遺伝子の多塑性と免疫抑制療法に対す る反応性
T N Fα 遺伝子の ア リ ル 型に よ る, シク ロ ス ポ リ ン療法の 奏効
率の 差を検討 した と こ ろ , シク ロ ス ポリ ン を投与さ れ た患者48
例の うち, T N F l ホモ 接合体例 は9例 , T N F l と T N F 2の ヘ テ ロ
接合体例 は38例, T N F2 ホモ 接合体例 は1例で あ っ た . シク ロ
ス ポ リ ン に 対する反応率 はそ れ ぞ れ 56%(5/9), 58%(22/38),
100 %(1/1) で , こ れ らの 間に 有意差 は み ら れ なか っ た . 一 方 ,
A T Gを投与さ れ た患者23例の うち, T N Fl ホモ 接合体例 は6イ軋
H 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2
イト ー 6 2 6 bp
f
.……;≡
Fig. 8. Alle ic pattern s ofH S P7 0- Ho min patie nts with apla stic
an emia. DNA ofpatie nts No.19and 20(1a n e s4 a nd 5)c o uld
n otbe a mpli丘ed. M , m Ole c ular w eight m arke r;lan e slto 12,
patie ntsNo.16to 27,r eSpe Ctiv ely. IJa n e Sl,2,3,6,7,8,10a nd
ll, Ho m-1 ho m o zy gote s;1a n e s9 a nd 1 2, Ho m-1/Ho m-2
heter o zy gote s.
M 1 2 3 45 6 7 8 9 1 011 1 213 1 4 1 5
イ ー 5 32bp
｣ - 1 8 5 bp
Fig. 9. Alle ic patte rn s ofthe T N Fα ge n ein patie nts with
aplastic a n e mia. I.a n e slto3, patie ntNo.1;1an eS4to6,patient
No.2;la n e s7to9, pa且e ntNo .12;1an e SlOto12, patientNo.37;
1a n e s13to 1 5, Patie nt No .38. Patie nts No .1, 2 a nd 37,
T N F l/T N F 2 hete r o zy gote s; patient No .12, T N F 2
ho m o zy gotes; patientNo.38,T N Fl ho m o zygote s.
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Table5･ Frequ e n cies of H S P7 0
-2, H SP70- Ho m a nd T N Fα allelesin aplastic ane miapatie nts andthe c o ntroI
S ubje cts
Frequ en cies






H SP70- Ho m
Ho m- 1/Ho m-1
Ho m- 1/Ho m-2
Ho m-2/Ho m-2
TNF α






















(N=139)* * * (N=71)






H SP, he atsho ckpr otein;T N F,tu m Or n e CrO Sisfactor; NS, n Ot Slgnific ant･
*Kaw aguchietal･
1 2);* *Ishihara etal･
27)･ * * *Kubotaetal･
2 8)
▼
Table 6. Polymorphis m an alysIS O nH L A
- D RBl, HSP70-2, H S P 70
- Ho m and the T NFα gen eOf 4palrS Of
patie nts withaplastic an e miain 4diffbrentfa milies
A llee(S)shar ed by ea chpatientpair
Fa mily No. Relatio nship







Mothe r/So n 1501 8.5 k b/8.5 k b Ho m
- 1/Hom - 1
Mothern)aughter 1501 8･5k b/9･Ok b Ho m
- 1/Ho m- 1
Sisters 1501/0101 8.5 k b/9.Okb Ho m-1/Ho m
-2
Brothers 1403/1502 8.5kb/9.Ok b Ho m-1/H o m-1
A bs e nt
T N F I
T N F lrr NFI
T N Fl｢r N F2
H LA,hu m anleuc o cyte a ntlgen;HSP,he atsho ckprot ein;TN F,tum Or n e CrO Sisfa ctor･
T N F l と T N F 2の ヘ テ ロ 接 合体例 は17例で , T N F2ホ モ 接 合体
例 はなか っ た . A T G に対する反応率は そ れ ぞ れ 83%(5/6), 53%
(9/17)で , これ ら に も有意差 は なか っ た ･
Ⅳ . 家系 内発症例 に お ける解析
今回解析 した 80例 の 中に , 家系 内発症 を認め た例 が4家系8
症例含まれ て い た . 各家系の 患者同士が共有す る アリ ル は , 疾
患 感受性遺伝子 と し て 働 い て い る 可能性 が 高 い . そ こ で ,
H L 虹D R B l を含 め た H L A領域 の遺伝子 の うち, 各家系 が共有
する ア リ ル を比較し た (表6). その 結果, T N Fα 遺伝子 は家系
1 の 患者間で共有し て い る アリ ル が ない こ とか ら , 疾 患感受性
と の 関係 は否定的であ っ た . H S P70- Ho m の Ho m-1 ア リル に つ
い て は, 4家系す べ て が 共有 して い たが , Ho m-1 ア リル の 保有
率は健常人でも93 % と高率であ る ため , 疾患感受性遺伝子 と し
て の 意義 は不明であ っ た . H S P 70-2の 9.Okb ア リル は 4家系中3
家系が共有 して い た. こ れまで 述 べ た よう に , 9.O kb ア リル は
再生不良性貧血患者の 免疫学的発症機序 に関与 して い る 可能性
がある こ とか ら, これ ら の家系内発症例 にお い て も, 造血 障害
の成立 に影響 して い る 可能性が ある . しか し, 9.Okb ア リル を
保有する頻度 は健常人でも80%以上であ るた め , 家系内発症例
に お け る 疾患感受性遺伝子 と し て の 意義 は や は り不明で あ っ
た . 一 方 , HI A D R B l*150 1 につ い て は , 4家系中3家系 (7 5%)
の 患者が共有 して い た . 本邦の 健常人に お ける こ の HI A D R B l
遺伝子の 保有率 は高々 10% である こ と か ら, 再 生 不良性貧血 の
家系 内発症例 に お け る 疾患感受性遺伝子 と し て は , H L A-
DRB l*1501 がも っ と も重要 と考え ら れ た .
考 察
再 生 不良性貧血患者 で は , HI A- D R 2を保有す る割合が健常
人に比 べ て 有意に高い こ と が過去の 研究に より示 され て い る
3)4)
.
ま た , Ⅲ A D R2を決定す る遺伝子 の うち H L むD R B l
*150 1を持
っ 患 者で は シ ク ロ ス ポ リ ン 療法 の 奏効率 が高く , また , 造血能
の 維持 に シ ク ロ ス ポ リ ン を必要 とす る例 が多い 5). こ の た め ,
H L むD R Bl*150 1 は! 自己免疫性 の 再生不良性貧血 の 疾患感受
性遺伝子 と し て 重要 と考 え ら れ て い る . し か し , E L A-
D RBl*1 501を持 つ 再生不良性貧血患者 は全体 の 2割に過ぎず ,
H L 虹DR B l*1 501を保有 して い て も シ ク ロ ス ポ リ ン に全く反応
しない 症例もあ る. ま た , 逆 に こ の 遺伝子を持 た な い 患 者の 中
に もシ ク ロ ス ポリ ン療法 が奏効す る例 は多い . した が っ て , 免
再生不良性貧血 と HS P 70, T N Fα 遺伝子の 多型性
疫学的機序 に よ る 再生不良性貧 血 の 疾患感受性 は , E L A
-
D R B l串150 1 以外 の , 別 の 遺伝子 の 影響も受け て い る 可能性が
ある .
Yu nisら
2 9) は , 向精神病薬の ク ロ ザ ピ ン に よ っ て 発症する無
顆粒球症 の 疾患感受性 が H L A
-B 38, D R4, DQ3 や H L A-DR2･
DQlな どの 特定 の Ⅲ 山 型 の 影響を受け る こ と を見 い だ し た ･
一 方 , こ の 疾患感受性を規定する H L A ア リル の タ イ プ は民族
に よ っ て異 な っ て い た . こ の た め , 実際 に疾患感受性 と関連が
ある の は, Ⅲ 通 過伝子 に連鎖 し た別 の 遺伝子 である可 能性が考
えら れ た . そ こ で , 彼 ら が B S P7 0-2の ア リ ル を調 べ た と こ ろ,
無顆粒球症 を起 こ し た患者で は, E S P 70-2の 9■Ok bア リ ル が 人
種を問わず高率 に検出 さ れ た
21)
. し た が っ て , ク ロ ザ ピ ン に よ
る無顆粒球症 の 疾患感受性を実際 に規定 して い る の は ⅢS P70-2
の 9.Okb ア リル と 考え られ た .
HS P70-2の 多塑性が H S P72の 党規 に 影響を与える か 否か に つ
い て は まだよく分 か っ て い な い . こ の た め 9.Ok b ア リル が 無顆
粒球症 の 疾患感受性を決め る 鳳事 に つ い て は推論 の 城 を出な い
が , Co rz oら
21】
は, ク ロ ザ ピ ン に よ っ て造血 細胞 に誘導 さ れ た
H SP 70 が, 骨髄 中の 顆粒球前駆細胞 の 増殖抑制
3 '`)
, リ ン パ 球 の
アポ ト ー シ ス の 誘導:う1), 顆粒球の 産生や ア ポ ト
ー シ ス か ら の 保
護 に重要 なサ イ ト カイ ン で ある顆粒球 マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー
刺激因子 kr a n ulo cyte- m a CrOphage c olo ny stim ulatingfacto r) や
イ ン タ ー ロ イ キ ン 2(inte rle ukin 2) の 産生抑制
32) Ⅷ )
, な ど を介
して 顆粒球系造 血を抑制する可能性を指摘 し た .
一 方 , 8･5k b
ホ モ 接 合体の 個体 で は , 9. 肱b ホ モ 接合体の 個体 より H SP 72の
発現が 弱 い と す る報告もある こ と か ら
1 3)
, 9.Okbア リ ル を持 つ
患者 は , こ の ア リ ル を 持 た な い 患 者 よ り ⅢS P を強く発現 し,
その 結果, 無顆粒球症を引き起 こ し て い る 可 能性 がある ･ し た
が っ て, H S P 70-2の ア リ ル は , こ の よ う な薬剤起因性 の 無顆粒
球症 だけで なく , 特発性 の 造 血幹細胞 の 障害, す なわ ち再生不
良性貧血 の 発症 にも影響 を及ぼすの で は な い か と考え ら れ た ･
そ こ で , 再生 不良性貧血患者全体 に つ い て E S P 70-2の ア リ ル の
頻度を決定 した と こ ろ, 正 常 コ ン ト ロ ー ル と比 べ て ア リ ル の パ
タ ー ン に 有意な 差は み ら れ なか っ た . しか しシ ク ロ ス ポ リ ン療
法を受 け た患者 に つ い て ア リ ル 頻度 を み た と こ ろ , 9･Okbア リ
ル をも つ 例 は , こ の ア リ ル を 持た な い 8.5k b ホモ 接 合体 の 患者
に比 べ て シ ク ロ ス ポ リ ン に有意に反応 しや すい こ と が 明ら か に
な っ た . し たが っ て 当初予想 し た よ う に , H SP 70-2の 9.Ok bア
リ ル は
, 免疫学的機序に よ る 再生 不良性貧血 の 発症 に関与 して
い る可 能性 がある と思 わ れ た . 一 方 , A T G療 法を受けた患者で
は , H S P70-2 ア リル の 違 い に よ る有意 な奏効率の 差 は認め られ
なか っ た . シク ロ ス ポ 1) ン と A T Gは , と も にT朝川包を選択的に
抑制す る薬剤 である が , A T Gの 場合, 免疫抑制作用 と は 別に ,




こ の た め , あ る 再生 不良性貧血症例が A T G療法 に反
応 した場合, 必ず しも免疫学的機序が関与 し てい た と はい えな
い
. 再生 不良性貧血 の AT G に対す る反応性 が , 9.Okb アリル の
影響を受けな い の は , こ の よう な A T Gの 造 血 刺激作用 の た め
か も しれ ない .
こ れ まで に さま ざま な自己免疫疾患 に お い て , H S P 70-2の 多
塑性 とそ の 疾患の か か り やす さ と の 関係 に つ い て検討 が行 わ れ
て きた . その 結果, 一 部 の 疾患 で は特定の ア リ ル と の 関係 が示
さ れ た が , 実 際 に は , ′そ れ は HL A遺伝子 と の 連鎖不平衡 に よ
る もの で あ っ た10 卜14). した が っ て , H S P70-2の 9.Okb アリ ル が
33
再生不良性貧血の 免疫学的な発症機序 に関与す る メ カ ニ ズ ム と
して , こ の H SP 70-2 ア リル と, 自己 免疫性再生不良性貧血 の 疾
患感受性遺伝子 である H I A D RBl司く1501 との 間 に連鎖不平衡が
あ る こ とが 考えら れ た . 日 本人に お い て は , こ れ ら の ア リ ル 間
に連鎖不平衡があ るか どうか に つ い て は ほ と ん ど調べ られ て い
な い . 今回 , H L A-D R B l*1501の ホ モ 接 合体 4症例 に つ い て
H S P 70_2の アリ ル を決定 した と こ ろ, 8.5kb ア1) ル が4例中3例
に検出さ れ たt し たが っ て , H I A D R B l*1501 と9.0 肋 アリ ル の
間に 明ら か な連鎖不平衡 は ない と 考え られ た . シク ロ ス ポ リ ン
反 応例 の 中で H IA-D R B l*15 01を持 たない 例 は仝例9.Okb ア リ
ル を有 して おり , 8 月kb ホモ 接合体例 は 一 例も なか っ た . した
が っ て , 再生不良性貧血患者 にお ける9.Okb ア リル は 免疫学的
機序 の 存在 を示唆する , H L 虹D RIミ1*150 1 と は独立 した マ
ー カ
ー の 可 能性が ある .
H S P70_2の 9.Ok bア リ ル は H S P 72の 高発現を介 して , 再生不
良性貧血 の 免疫抑制療法 に対する高反応性 に影響を及 ぼ して い
る 可能性があ る. Po ciotら13) ほ , H S P 70-2の 9.Okb ホモ 接合体
の 個体 は8.Okb ア リル を持 つ もの より B SP 72の 発現が 高 い こ と
を報告 して い る . ⅢS P70 は細胞を ス ト レ ス か ら守る働きを担 っ
て い るが , T細胞 にお い て は, 特異的な抗原刺激を受 け た際 に
ア ポ ト ー シ ス を促進す る こ と が 知 ら れ て い る
36)
. Taka mi ら
22)
は, シ ク ロ ス ポ リ ン 有効群 で は E S P72を発現して い るT リン パ
球 の 割 合が , 無効群 に比 べ て 有意 に高い こ と を 明ら か に した ･
した が っ て , こ の よう な H S P70-2高発現の T細胞 は, 免疫抑制
剤 の 存在下 で は さ ら に アポ ト ー シス を受 けや すく なり , そ の 結
果 丁 馴包に よ る 造血 の 抑制が解除さ れ る 可能性 があ る ･ ま た
H SP 70 は, シク ロ ス ポ リ ン の 細胞内 レ セ プタ ー と して 機能する
こ と が知 ら れ て い る
3 7)
. し た が っ て , HSP 70-2の 9.Okbア リ ル
を持 つ 再生 不良性貧血例 に シ ク ロ ス ポ リ ン が 投与さ れ た場合に
はT細胞 へ の シ ク ロ ス ポリ ン の 移行量が多くなり, こ れ に よ っ
て 造血 を抑制す るT細胞 に アポ ト
ー シス が 誘導 され , そ の 結果
造血因循 が起 こ る 叶能性が考えら れ る .
T N F｡ は 造血幹細胞の 増殖 ･ 分化 を抑制する働きが あ り, 再
生不良性貧 血患者で は そ の 産生 が 克進 して い る例 が多い
:靭 3tり
こ の た め T N F｡ 遺伝子･ も再生 不良性貧血 の 病態 に関与し て い
る可 能性が あ る . さ まざま な自己免疫疾患 にお い て, T N Fα 遺
伝子 の多型牲と そ の 疾患感受性 と の 関係が調 べ ら れ て い る が ,
ほ と ん ど は 否定的 な も の で あ っ た
4()卜 4 2)
. 今 回の 検討で は , 再
生 不良性貧血 にお ける TN Fl とT N F2の ヘ テ ロ 接 合体 の 割合 は,
幸踏 され て い る 健常者群の 割合
2 8) よ り有意 に 高か っ た ･ T N F 2
の ア リ ル を持 つ 個体 はT N Fl ホモ 接合体 の 個体 より , 同種骨髄
移植後 に急性移植片対宿主病 を起 こ しや す い こ と が 報告さ れ て
い る
43)
. 今回の 結果 か らT N F 2ア リ ル はTN Fα を介 した 造血 の
抑制 に関与して い る 可 能性が考 えられ る . しか し, m Fα 遺伝
子の ア リ ル は免疫抑制療法に対 す る 反応性に は影響 を及ぼ さ な
か っ た . し たが っ て, 再生 不良性貧血の 免疫学的機序と の 関連
性 は否定的と思わ れ る .
何 らか の 遺伝子 が疾患 の 感受性 に関係 して い る か 否かを調 べ
る上 で , も っ と も都合の 良い 対象 は家系内発症例である ･ 多塑
性 に富む遺伝子の 中 で , 家系 内発症 の 患者同士が共有する ア リ
ル があ れ ば, そ れ が 疾患感受性遺伝子 である可 能性が高い ･ さ
ら に , そ の よう な共通の ア リ ル が , 異 なる 家族間で
一 致 して い
れ ば, 疾患 と の 関連性が強い こ と が予想 さ れ る ･ 今 回検討 した
4家系8症例 の 中で も っ と も特徴的な所見 は, 共有 する ア リ ル
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の 中で H L A-D RB l*1501の 頃度が 健常者群と比 べ て著 しく高 い
こ と で あ っ た . し た が っ て , 現在 の と こ ろ再生 不良性貧血 の 疾
患感受性 を決 め る 遺伝子 の 中で も っ と も重要 なも の は H L A-
D R B l*1501 と考え られ た . し か し, H SP70-2の 9.Okbア リ ル も
4家系中3家系が 共有 して い た こ と か ら , こ の ア リ ル も, 再生
不良性貧血の 家系内発症 に関与 し て い る可能性が ある . こ れ を
明 らか にす る た め に は , さ ら に多数の 家系内発症例 に つ い て,
H S P 70-2の ア リ ル 頻度 を調 べ る 必要がある .
再生 不良性貧血 は多種多様の 病態 を示す症候群で ある た め ,
疾患 の 原因を明ら か に し, よ り良い 治療法 を開発す るた め に は ,
共通 の 特徴 を持 つ 亜 群 を明 らか にす る必要が ある . 今 回行 っ た
ような疾患感受性遺伝子 の 検索 は, 再生不良性貧血 の 治療法 の
選択 に役立 つ 可 能性 があ る. 再生 不 良性貧血患者 の 治療法 を選
択す る際 に は , B I A- D R B lや H S P 70-2の タ イ ピ ン グ を行 い ,
D R B l*1501ヤ9.Okb アリ ル が検出 され た場合 に は , シ ク ロ ス ポ
リ ン療法 を行 な う べ きで あろう . こ の よ うに , 病態が多様な再
生不良性貧血 を遺伝的 に亜 分類す る こ と は , 再生不良性貧血 の
免疫学的な病態を明 らか に して い く 上 で も重要と考え られ た.
結 論
再生不良性貴血患者 の H S P7 0遺伝子 , T N Fα 遺伝子 の 多型
性を解析 し, 以 下 の 結果を得た .
1 . 再生不 良性貧血患者に特 に頻度が高い H S P70-2の ア リ ル
は存在 しなか っ た .
2 . H S P 7 0-2の 9.Ok bア リ ル を持 つ 再生 不良性貧 血患者 は ,
こ の ア リ ル を持 た な い 8.5k b ホモ 接合体 の 患者 に比 べ て 有意 に
シク ロ ス ポ リ ン に反応 しや すい .
3 . H S P 70-2の ア リ ル の 組み 合わ せ の 遠い は , AT G療法 に対
す る反応性 に は影響を与えな か っ た .
4 . 再生不良性貧血患者 の 中で T N Fl と T N F2の ヘ テ ロ 接 合
体 の 占め る割合は , 健 常者群 より有意 に高か っ た が , 免疫抑制
療法 に対す る反応性 と T N Fα 遺伝子の ア リ ル 型 と は 無関係で
あ っ た .
5 . H S P7 0-2の 9.Okbア リ ル は , H L A-D R B l*150 1 と は別 に,
再生 不良性貧血の 免疫学的機序 に関与 して い る可能性 が示唆 さ
れ た .
6 . 再生不良性貧血 の 家系内発症例 の 解析か ら, 本疾患 の 疾
患感受性遺伝子 と して は H L むD R 月1*1501が最も重要で あ る が ,
H S P 70-2 9.Okbア リ ル も関与して い る可 能性が示唆 さ れ た .
7 . 再生 不 良性貧血患者の H S P70-2 ア リル や H I A D RBlア 1)
ル を決定す る こ と は , 治療 法を選択す る 上 で 有用 と考え ら れ
た .
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Gen etic Sus ceptibilityto Acquired Aplastic An emia :Roles ofPolym orphis m s ofthe HeatShock Pr otein 70Ge n es
an d the Tu m o rNecr o si Fa ctor α Ge n esin the Im m une M echanis m of Aplastic Ane mia･ H ir ohito Yam a z aki,
D epartm e nt of Medicine(Ⅲ), School of M edicine, Ka naz a w aUniv e rsity, Kan az aw a92 0-864 0- J･ Ju z e nM ed So c. , 108,
2 4 - 3 6(1999)
Key w ords aplastic anemia,heatsho ckprot ein 7 0
-2, tu mOrneC rOSisfac t or α ge ne, POlym orphism , CyClosporin e
Acquired aplastic anemia has bee nconsider edtobe a norga n-SPe C抗c a utoim m u ne disea s eloc alized in the bon e m a rrow ,
m ainly ba s ed o nhigh rat e ofrespon se t oim m u n os up pre s siv ether ap yl n Patients･ Ce rtain alleles ofsev e ralpolym o rphic
gene s, SuCh asthehum anleukocyte antigen(H L A)gene s, he at sho ckprotein(H S P)70ge n es a nd tu m or n e c rosisfa ct or(T N F)
α gen e S, are a SS OCiated with the sus ceptibilityto vario us a utoim m u n edis e as es･ A lthough an in c re a sed frequen cy of H L AN
D R B l*1 501 has be e ndem ons tr ated in aplastic a nemia patients,itis u nclear･whethergene s o the r侃an H L A- D R B l*15 01ar e
a ssociated wi thsus ceptibility to aplastic a nemia･ Toide ntifyge n es that c ouldpotentially dete r mine s u s c eptibility toaplastic
anemia, We eXamined 80 aplastic a nemiapatientsfbr polym orphis m of the H S P 70gene and T N Fα ge n e, bo th of which a re
kno w nto bein voIved in the pathophysiologyof aplastic ane mia･ W hen a c o mpa riso n of the allelic freque ncy ofon e ofthe
H S P7 0ge ne s, H S P 7 0-2, W aS m ade betw e en aplastic an emia patie ntsa nd nor mal individuals, the r e wa sno slgnificant
di 馳renc einthefrequen ciesoftwo differ ent allele s,the 9･Okballele and8･5 kballele of H S P70-2･ O fn ot e,the frequ e n cy of
the 9･Ok ballele wa ssigninca ntly higherin apla stic a n e miapatien ts re sponsiv eto cyclosporin e ther ap y(55 %)than in apla stic
a n e mia patie nts who did notr e spondto the im m u nos up pres s ant(22%)･ T he 9･O kba11ele w as n ot possessed by 4 aplastic
an emia patie nts w ho didnot im pro ve with cyclospo rine desplte the pr es e n t atio n of H L A- D R B l*1501, Which is u s u ally
tho ughtto be a reliable m arker fo rfa vor able re sponse to cyclosporine the r ap y･ A lthough the frequ en cy of individu als
POSSeSSlng the allelic c o mbination of T N F l/T NF 2w as slgnificantly highe rin aplastic an emia patients than in the nor m al
COntrOl, difftrenc e sin the allele c ombin atio nofthe T N Fα ge n edid n otafftct thelikelihood ofre spondingto cyclo sporin e
the rap y･ W hen 4 pal rSOfapla stic anemia patientsfrom 4 differ e ntfa milies we re studied fo rthe alleles of 4pote ntial
SuSCePtibility ge nes shar ed by each patientpair, thr e e ofthe 4pal rS Sha red H L A
- D R B l*15 0 1a nd the 9.O kba11ele of H S P 70-
2
･ T hese results s ugge st thatas w ella sH L A- D R B l*1 50 1, the 9･O k ba11ele of H S P7 0-2 is also a ss o ciated with susc eptibility
toim rn u n e- m ediated apla stic a n e mia.
